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associada a raízes de feijão (Phaseolus vulgaris L.). 2020. 66 f. Dissertação 
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) – Universidade Estadual de Londrina, 
2020. 
 
 

RESUMO 
 
 
Partindo da ideia de que as bactérias associativas às raízes de feijão comum 
(Phaseolus vulgaris L.) contribuem diretamente para o crescimento vegetal, é de 
suma importância identificar a relação e a diversidade bacteriana de espécies que 
possuem essa capacidade. No entanto, essa microbiota é diretamente influenciada 
pela composição química e física do solo. A caracterização dessa diversidade em 
solos de ambientes inexplorados, tais como os de reservas naturais é de suma 
importância na descoberta de novas bactérias de interesse biotecnológico que 
podem beneficiar a associação entre feijoeiro-bactéria. Assim, o presente estudo 
teve como objetivo caracterizar a diversidade de bactérias associativas às raízes de 
P. vulgaris, além de avaliar a influência do solo nesta comunidade. Para isso, os 
feijões foram cultivados em casa de vegetação utilizando vasos de Leonard. Após 30 
dias, as raízes foram coletadas e maceradas em solução salina 0,85% e a 
suspensão obtida foi diluída, plaqueada e colônias distintas foram selecionadas para 
a realização desse estudo. Os isolados recuperados foram identificados pela 
amplificação, sequenciamento e análise do gene 16S RNAr. No total, foram obtidos 
77 isolados, no qual 30 pertenceram ao solo de Ortigueira, 33 de Ponta Grossa e 14 
de Londrina.  A comunidade bacteriana em raízes de feijão foi composta por 20 
gêneros distintos, incluindo Enterobacter, Rhizobium, Paraburkholderia, 
Burkholderia, Kosakonia, Herbaspirillum, Ralstonia, Citrobacter, Pantoea, Raoultella, 
Bacillus, Stenotrophomonas, Comamonas, Cupriavidus, Curtobacterium, 
Methylovirgula, Pseudomonas, Cellulomonas, Aquitalea e Staphylococcus. Os 
gêneros predominantes foram Enterobacter e Paraburkholderia, os quais foram 
encontrados nos solos de Ortigueira e Ponta Grossa, respectivamente. A análise 
química e física dos solos revelou uma composição argilosa e com uma alta taxa de 
alumínio em Ortigueira, revelando que Enterobacter possui flexibilidade perante a 
essas características do solo. Já o solo de Ponta Grossa apresentou uma fertilidade 
pobre e uma acidez elevada, o que viabilizou a presença de Paraburkholderia, a qual 
possui tolerância a acidez. Conclui-se que bactérias associadas às raízes de P. 
vulgaris possuem alta diversidade, exemplificada pela diversidade de gêneros 
identificados nesse estudo.  A característica e composição do solo foi um fator 
determinante nessa diversidade, pois nenhum conjunto exclusivo de bactérias foi 
encontrado nos três tipos de solos avaliados.  
 
Palavras-chave: Bactérias associativas. Feijão. Diversidade. Solo. 
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ABSTRACT 
 
 
Based on the idea that bacteria associated with common bean roots (Phaseolus 
vulgaris L.) directly contribute to plant growth, it is extremely important to identify the 
relationship and bacterial diversity that have this capacity. However, this microbiota is 
directly influenced by the chemical and physical composition of the soil. The 
characterization of this diversity in soils of unexplored environments, such as those of 
natural reserves is of paramount importance in the discovery of new bacteria of 
biotechnological interest that may benefit the association between beans and 
bacteria. Thus, the present study aimed to characterize the diversity of bacteria 
associated with the roots of P. vulgaris, in addition to evaluating the influence of the 
soil in this community. For this, the beans were grown in a greenhouse using 
Leonard pots. After 30 days, the roots were collected and macerated in 0.85% saline 
and the suspension obtained was diluted, plated and distinct colonies were selected 
for this study. The recovered isolates were identified by amplification, sequencing 
and analysis of the 16S RNAr gene. In total, 77 isolates were obtained, of which 30 
belonged to the soil of Ortigueira, 33 from Ponta Grossa and 14 from Londrina. The 
bacterial community in bean roots was made up of 20 distinct genera, including 
Enterobacter, Rhizobium, Paraburkholderia, Burkholderia, Kosakonia, 
Herbaspirillum, Ralstonia, Citrobacter, Pantoea, Raoultella, Bacillus, 
Stenotrophomonas, Comamonas, Cupriavidus, Curtobacterium, Methylovirgula, 
Pseudomonas, Cellulomonas, Aquitalea and Staphylococcus. The predominant 
genera were Enterobacter and Paraburkholderia, which were found in the soils of 
Ortigueira and Ponta Grossa, respectively. The chemical and physical analysis of the 
soils revealed a clayey composition with a high aluminum rate in Ortigueira, revealing 
that Enterobacter has flexibility in relation to these soil characteristics. The Ponta 
Grossa soil, on the other hand, showed poor fertility and high acidity, which made 
possible the presence of Paraburkholderia, which has tolerance to acidity. It is 
concluded that a high diversity of bacteria had the ability to associate with the roots 
of P. vulgaris, exemplified by the diversity of genera identified in this study. The 
characteristic and composition of the soil was a determining factor in this diversity, 
since no exclusive set of bacteria was found in the three types of soils evaluated. 
 
Keywords: Associative bacteria. Common bean. Diversity. Soil. 
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1.0 Revisão de literatura 

1.1 Microbiota vegetal 

A microbiota vegetal compreende todos os microrganismos presentes nas 

diversas regiões das plantas, como rizosfera, filosfera e endosfera, os quais podem 

exercer funções de grande importância para a saúde e desenvolvimento destas 

(HARDOIM et al., 2015). 

Os tecidos vegetais que se localizam acima do solo, como folhas, flores e 

frutos são um ambiente de grande diversidade microbiana. Os microrganismos 

endofíticos podem ser transportados do xilema para caules, folhas e até mesmo 

frutos, ou então colonizam diretamente esses tecidos. No entanto, algumas plantas 

podem apresentar uma diversidade microbiana em sua parte aérea distinta da raiz 

(COMPANT et al., 2011). 

Essa microbiota é composta por fungos, archeas e bactérias, e por questão 

de maior disponibilidade de informações, as bactérias são o principal enfoque dos 

estudos com potencial biotecnológico. Dentre os filos bacterianos mais comumente 

encontrados destacam-se Acidobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, 

Proteobacteria, Planctomycetes e Actinobacteria (MITTER et al., 2016; FIERER, 

2017).  

Diversos fatores afetam essa microbiota, assim como o solo, pH, salinidade, 

tipo de solo, composição, umidade, matéria orgânica e exsudatos (FIERER, 2017). 

Já o clima, presença de patógenos e práticas antrópicas vão influenciar na 

microbiota presente na parte aérea da planta, afetando também a comunidade 

rizosférica (HARDOIM et al., 2015).  

Dentre toda essa diversidade, existem bactérias que vão promover doenças 

na planta e outras que auxiliarão em seu desenvolvimento. As espécies de 

Xanthomonas spp, Ralstonia spp, Xylella spp e Pseudomonas spp, são 

consideradas fitopatogênicas e são comuns em batata, banana e feijão 

(MANSFIELD et al., 2012). Fatores como a densidade populacional desses 

patógenos, suscetibilidade do hospedeiro, ambiente e a microbiota da planta vão 

influenciar diretamente na severidade da doença e na relação planta-patógeno 

(BRADER et al., 2017). 

Apesar da presença desses patógenos, as bactérias que podem interagir com 

a planta de maneira benéfica podem auxiliar no aumento da resistência desta planta 
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a esses patógenos, seja por interações entre as bactérias ou na modulação da 

defesa da planta (DE VRIEZE et al., 2018). Dentre os gêneros comuns que exercem 

essa função, destacam-se Pseudomonas, Streptomyces, Bacillus, Paenibacillus, 

Enterobacter, Pantoea, Burkholderia e Paraburkholderia (SCHLATTER et al., 2017). 

Enterobacter e Serratia apresentaram sucesso na supressão da doença Take-all 

causada pelo fungo Gaeumannomyces graminis var. tritici. (DURAN et al., 2018).  

Além da supressão de doenças, essas bactérias podem promover o 

crescimento das plantas, assim chamadas de promotoras do crescimento vegetal 

(PGPB), produzindo hormônios. Espécies de Pseudomonas, Paraburkholderia e 

Pantoea foram relatadas por apresentarem propriedades marcantes em raízes de 

trigo e soja, principalmente na produção de hormônios, solubilização de fosfatos, 

absorção de nutrientes e tolerância ao estresse (RASCOVAN et al., 2016). 

As interações mutualísticas vêm ao decorrer do tempo sendo mais 

reconhecidas e essenciais para os estudos de associações bactéria-planta devido a 

importante função que a microbiota desempenha no ecossistema (BRUNO; 

STACHOWICZ; BERTNESS, 2003). A microbiota vegetal possibilita absorção de 

nutrientes e a eficácia do uso destes, fornecendo compostos que auxiliam no 

desenvolvimento vegetal além de auxiliar nas interações competitivas entre as 

plantas (ANTOUN et al., 1998; BUSBY et al., 2017). A diversidade de 

microrganismos é um importante indicador de qualidade na agricultura e garante 

uma riqueza biológica importante no controle de pragas e no desenvolvimento da 

planta, contribuindo diretamente para a produtividade e sustentabilidade das culturas 

agrícolas (ANDREOTI, 2009).  

A interface em que essas bactérias podem se associar as plantas 

compreende-se rizosfera, que é definida como a região do solo adjacente sob 

influência da raiz, a superfície da raiz (rizoplano) e a porção interna da raiz. Nessas 

regiões ocorrem complexas interações planta-microrganismo. Esses microrganismos 

são recrutados a partir do solo pelos exsudatos liberados pelas raízes. Esses 

exsudatos são compostos de substratos que vão atrair as bactérias e auxiliar no 

recrutamento microbiano, o qual se inicia pela colonização da rizosfera e 

posteriormente a superfície e o interior das raízes (BULGARELLI et al., 2012).  

Existem fatores que vão influenciar na presença e atividade metabólica dos 

microrganismos em associação com as plantas, entre estes estão fatores edáficos, 
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relacionados ao solo e sua composição, e genotípicos da planta (PHILIPPOT et al., 

2013). Outros fatores que também vão influenciar nessa microbiota é o estágio de 

desenvolvimento da planta, o qual diferentes comunidades de bactérias vão ser 

encontrados em cada um desses estágios (CHAPARRO et al., 2013). Em relação ao 

genótipo da planta, estudos comprovam que também é um fator que influencia na 

presença de diferentes comunidades bacterianas, além dos tipos de exsudatos que 

cada planta secreta, resultando assim em uma relação mais especifica entre 

bactéria-planta (BULGARELLI et al., 2015). 

Fatores como a disponibilidade de água, temperatura, radiação ultravioleta e 

distribuição de macronutrientes estão associados a modulação dessa comunidade. 

Sabe-se que a baixa disponibilidade de nitrogênio e fosfatos afeta diretamente a 

associação de plantas leguminosas com micorrizas (OLDROYD et al., 2011). Outro 

exemplo foi o uso de fertilizantes nitrogenados, o qual ocasionou uma mudança na 

comunidade microbiana em folhas de milho e soja (MANCHING et al, 2014) e 

também influências bióticas como o uso de animais herbívoros que afetou a 

colonização de microrganismos nas plantas (DEMATHEIS et al., 2012). 

Em relação ao genótipo da planta, os fitohormônios e a sinalização 

imunológica estão associados a formação da microbiota que a planta vai apresentar. 

Um estudo feito com Arabidopsis mostrou que o ácido salicílico foi responsável por 

modular a comunidade bacteriana em suas raízes (LEBEIS et al., 2015). Um outro 

estudo avaliou uma Arabidopsis que possuía uma mutação no gene que codificava 

para o ácido jasmônico e observou que a comunidade bacteriana desta era diferente 

da Arabidopsis selvagem (CARVALHAIS et al., 2015). 

Os rizóbios tem um importante papel na promoção de serviços 

ecossistêmicos, que são bens e serviços exercidos pelos próprios ecossistemas, 

beneficiando o planeta e sua preservação – direta e indiretamente – para a 

agricultura moderna, pois a sua capacidade de associação simbiótica com plantas 

tanto leguminosas quanto não leguminosas promove a FBN (ORRELL; BENNETT, 

2013). Essa caraterística trouxe uma prática agrícola sustentável e rentável, como 

por exemplo os biofertilizantes, principalmente para os pequenos agricultores, tendo 

um impacto benéfico no aumento da produtividade e do custo-benefício (MENG et 

al., 2015). 
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A FBN auxilia com mais de 100 milhões de toneladas de nitrogênio para 

diversos ecossistemas presentes no solo, e o aproveitamento desse fenômeno pode 

trazer uma redução de gastos com fertilizantes utilizando-se rizóbios, que fornecem 

50% a mais de aproveitamento do N para a produção agrícola (RAKASH; RANA, 

2013). 

As bactérias presentes no solo colonizam a rizosfera e o rizoplano a partir de 

exsudatos radiculares que por elas são liberados. Sabe-se que parte do carbono 

absorvido na fotossíntese é levado para as raízes e então liberado como exsudato 

(BAIS et al., 2006). Esses exsudatos incluem diversos carboidratos, aminoácidos e 

outros compostos, os quais fornecem nutrientes para as bactérias presente naquela 

região do solo. Assim, as bactérias recebem a sinalização química e se direcionam 

até esses exsudatos, propiciando a colonização tanto da rizosfera quanto do 

rizoplano (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009).  

Essas associações entre bactéria-hospedeiro envolvem interações 

especificas de reconhecimento entre ambos. A composição dos exsudatos, 

exposição da planta a algum tipo de estresse, o estágio de desenvolvimento da 

planta e até mesmo o desenvolvimento estrutural da raiz proporcionam uma 

diversidade bacteriana (LUGTENBERG et al., 2001). Devido a sua composição, 

alguns exsudatos apresentam efeito negativo em algumas bactérias, principalmente 

na expressão gênica (BAIS et al., 2006). 

Existem regiões na raiz que possuem uma maior concentração de exsudatos 

do que outras, como por exemplo a zona de capilares, o que propicia uma 

colonização bacteriana maior nessa região quando comparada a colonização das 

pontas distais da raiz (GRAYSTON et al., 1996). 

Estudos realizados em condições hidropônicas relatam que o processo de 

exsudação é bidirecional, ou seja, as plantas têm a capacidade de absorver diversos 

compostos presentes na rizosfera e transferir novamente para novos brotos, 

influenciando assim no exsudato disponível para a colonização (JONES; DARRAH, 

1994, 1995, 1996; JONES et al., 2009). 

A relação simbiótica entre rizóbios e leguminosas é um exemplo de 

associação específica. Em relação ao genótipo da planta, estudos comprovam que 
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este também é um fator que influencia na presença de diferentes comunidades 

bacterianas, além dos tipos de exsudatos que cada planta secreta, resultando assim 

em uma relação mais específica entre as bactérias e as plantas (BULGARELLI et al., 

2015). Portanto, há necessidade de determinar a diversidade presente em cada 

grupo de leguminosas para então reconhecer e explorar os benefícios desta 

associação. A distribuição destas bactérias e a sua diversidade é diretamente 

afetada pela localização geográfica, que é um fator que pode ser determinante da 

filogenia e possível origem de evolução (BATISTA et al., 2015; LEMAIRE et al., 

2015). 

A simbiose entre o rizóbios e plantas leguminosas resulta na formação do 

nódulo na raiz, uma estrutura especializada onde a bactéria simbiótica realiza a 

fixação biológica do nitrogênio (FBN). A interação se dá a partir de pêlos radiculares 

presentes nas raízes e que possuem um papel importante na simbiose, pois são 

eles que vão ser os responsáveis pela liberação dos exsudatos e é onde ocorre a 

entrada das bactérias no interior da raiz (PERRET et al., 2000; POPP; OTT, 2011).  

A formação do nódulo se dá pela entrada das bactérias no citoplasma das células 

vegetais onde ocorre um alto crescimento bacteriano e mudando sua forma de 

bastonete para um formato em Y, quando ocorre essa diferenciação ela se torna um 

bacteroide, esse crescimento continua a ocorrer até extravasar as células vegetais 

formando assim o nódulo (PAAU et al., 1980; VASSE et al., 1990). 

Atualmente as bactérias com capacidade de produzir nódulos pertencem a 

classe α-Proteobacteria, com os gêneros Bradyrhizobium, Mehorhizobium, 

Rhizobium, Ensifer, Phyllobacterium e Microvirga (MOKHTAR et al., 2019) e β-

Proteobacteria, com os gêneros de Paraburkholderia, Burkholderia e Cupriavidus 

(BONTEMPS et al., 2010). 

1.2 Feijão (Phaseolus vulgaris)  

O feijão comum pertence à família Leguminosae, gênero Phaseolus, espécie 

Phaseolus vulgaris L., e é considerado um dos alimentos em maior quantidade em 

todo o território nacional, sendo cultivado em diversos países. As espécies 

selvagens estão distribuídas geograficamente na Mesoamérica e América do Sul, no 

qual a sua domesticação teve origem na Mesoamérica e nos Andes, sendo bem 

adaptado a climas úmidos e temperados (BITOCCHI et al., 2017). O Brasil possui 



16 
 

 
 

destaque pela sua domesticação e diversidade genética desta espécie (BURLE et 

al., 2010). 

O feijão tem um papel importante na dieta alimentar da população e também 

para os pequenos produtores que fazem o uso do manejo da cultura para a 

comercialização e próprio consumo. O consumo deste é feito desde as folhas, até 

mesmo a palha e vagens, além do mais comum que são os seus grãos. Pequenos 

produtores e famílias de baixa renda são os principais consumidores devido ao seu 

alto valor proteico que chega até 33% (ADAMS et al., 1980; BASSINELLO, 2018). 

A produção desse grão é bastante difundida em todo o território nacional e 

distribuída em três safras ao longo do ano, sendo o Brasil o terceiro maior produtor 

mundial (CONAB, 2018) com um rendimento de 3,6 milhões de toneladas, sendo a 

região Sul do País a líder de produção com um rendimento de 798 mil toneladas. O 

fator determinante do pequeno fluxo internacional é justificado pelo fato dos grandes 

produtores serem também os grandes consumidores do produto, o que limita a 

quantidade a ser exportada. (CONAB, 2018). 

A produção de feijão de um modo geral é afetada pelo manejo incorreto de 

técnicas agronômicas e deficiência nutricional, particularmente a de nitrogênio, 

acarretando o uso de fertilizantes nitrogenados para suprir essa necessidade. 

Contudo, o alto custo destes insumos afeta diretamente os pequenos produtores, os 

quais são os principais produtores de feijão (KAWAKA et al., 2018). O feijão 

apresenta deficiência na absorção do nitrogênio, principalmente em relação aos 

fertilizantes nitrogenados, os quais são utilizados em muitas áreas de cultivo 

(ROSAS et al., 1998). Esse fato acaba por limitar a sua produção, principalmente na 

agricultura de subsistência dos países em desenvolvimento, pois estes possuem 

acesso limitado aos insumos externos e ao alto custo destes (THUNG, 1991). Dentre 

outros problemas que afetam a produção do feijão, destacam-se a predação por 

insetos, doenças e fatores abióticos. Tendo em vista todo esse cenário, diversas 

abordagens biotecnológicas estão sendo aplicadas, como cultivares melhoradas e 

transgênicas (OECD, 2016). 

Em relação a deficiência de nitrogênio, o Brasil apresenta diversos solos com 

essa característica, o que torna necessário o uso de bactérias capazes de fixarem o 

nitrogênio. Essa alternativa é considerada de baixo custo, porém um fator que limita 
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esse progresso é a baixa nodulação e resposta a inoculação dos experimentos 

realizados em campo em diversos locais, o que traz uma preocupação quanto a 

eficácia da nodulação em feijão (GRAHAM, 1981; PEREIRA et al., 1984; BUTTERY 

et al., 1987; HARDARSON, 1993). Essa falha na resposta da inoculação está 

associada às características da planta e da bactéria e principalmente aos fatores 

ambientais que vão interferir na simbiose (HUNGRIA et al., 1997). 

A promiscuidade do feijão é uma característica marcante, pois a partir desta 

ele tem capacidade de se associar com diversas bactérias simbiontes, o que resulta 

em uma alta taxa de diversidade dessas rizobactérias (MICHIELS et al., 1998). Esse 

fator agrava mais ainda a fixação de nitrogênio no feijão, pois a presença de 

diversas espécies bacterianas capazes de se associarem ao feijão é grande, com 

isso há uma competitividade maior (FUENTES et al., 2002; BAGINSKY et al., 2015). 

No entanto, para ocorrer o sucesso simbiótico entre o feijão-bactéria é necessário 

uma especificidade, compatibilidade e eficiência da bactéria com a planta, além de 

condições favoráveis de ambiente e solo (NAVEED et al., 2015). 

Dentre as espécies mais comum que estabelecem interação simbiótica com 

P. vulgaris destacam-se Rhizobium etli, R. gallicum, R.giardinii, R. leguminosarum, 

R. lusitanum, R. phaseoli, R. vallis, R. leucaenae, R. tropici, R. mesoamericanum , R. 

freirei , R. azibense,  Ensifer meliloti , Ensifer americanum  e Bradyrhizobium spp 

(VERÁSTEGUI-VALDÉS et al., 2014). 

 Os rizóbios simbióticos de  P. vulgaris apresentam distribuição geográfica 

com padrão distinto, sendo R. etli predominante na América do Sul e Central, 

Europa e Jordânia (GARCIA-FRAILE et al., 2010), R. leguminosarum é a principal 

espécie nos Andes e no Nepal (RIBEIRO et al., 2013), R. tropici está presente em 

regiões que possuem solos mais ácidos e de alta temperatura (GRANGE; 

HUNGRIA, 2004), R. phaseoli e R. etli são grupos comumente presentes na África 

(ASERSE et al., 2012), e por fim Ensifer spp são exclusivamente de solos salinos e 

alcalinos (MNASRI et al., 2012).  

Dentre as espécies que obtiveram um maior sucesso de simbiose com o 

feijão, destacam-se R. tropici, R. leucaenae, R. freirei, e R. paranaense por obterem 

uma maior estabilidade genética (MARTÍNEZ-ROMERO et al., 1991). Tendo em 

vista essas observações, as espécies R. tropici e R. freirei foram propostas como 
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inoculantes comerciais de grande interesse agronômico, pois estas estirpes 

possuem uma maior resistência à temperatura, toxicidade de alumínio e acidez 

(HUNGRIA et al., 2003). 

 Diversas estirpes de rizóbios se diferenciam em relação a sua capacidade de 

nodular, fixar nitrogênio e de sobrevivência em diversos tipos de solos. 

Considerando essa adaptação de rizóbios nativos, torna-se de grande interesse a 

caracterização destes para o desenvolvimento de novos inoculantes (SLATTERY et 

al., 2001), principalmente linhagens eficientes que vão competir com as populações 

bacterianas já presentes no solo (GILLER, 2001). 

1.3 Identificação de bactérias pelo gene 16S RNAr  

A utilização de sequências do gene 16S RNAr é considerada o marcador 

mais utilizado para a identificação de filogenia e taxonomia bacteriana. Dentre as 

características que tornam o gene 16S RNAr uma boa escolha para a identificação 

bacteriana, destaca-se a sua presença na maioria das bactérias como uma família 

multigênica ou em operons. Além disso, esse gene é considerado conservado, 

sugerindo que mutações aleatórias nesse gene são de caráter evolutivo. O seu 

tamanho (1500 pb) também é uma característica positiva, pois é grande o suficiente 

para estudos de bioinformática (PATEL, 2001). 

As sequências de nucleotídeos são classificadas por uma porcentagem de 

identidade, ou seja, o número de nucleotídeos idênticos que são compartilhados 

pela sequência de referência com a sequência consultada dividido pelos números de 

nucleotídeos sequenciados. O percentual de identidade aceitável para as bactérias 

identificadas por meio do 16S RNAr é de 97% para classificação em nível de gênero 

e 99% para espécies (RELLER et al., 2007). 

As divergências em relação a classificação pelo gene 16S RNAr estão ligadas 

ao baixo poder filogenético a nível de espécie e baixo poder discriminatório para 

alguns gêneros, por isso torna-se necessário estudos de relação com o DNA para 

suprir esses problemas na classificação taxonômica (BOSSHARD et al., 2006). A 

partir desse fato os dados dessa sequência não podem ser utilizados como uma 

resposta definitiva quanto a distinção de espécies (PETTI, 2007).  

A taxonomia de bactérias tem evoluído com o desenvolvimento de novos 

métodos e ferramentas, principalmente moleculares. Inicialmente, a classificação 

taxonômica considerava dados morfológicos e bioquímicos dos microrganismos 
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além da caracterização quimiotaxonômica e genotípica (COLWELL, 1970). Assim, 

essa abordagem foi aprimorada e nomeada de taxonomia polifásica, sendo uma 

classificação mais completa por agrupar várias informações fenotípicas, filogenéticas 

e genotípicas (VANDAMME et al., 1996).  

Uma espécie bacteriana é pertencente a um grupo através do grau de 

similaridade genética que apresentam, esses dados fenotípicos são adquiridos 

através de analises da expressão gênica, função das proteínas, marcadores 

quimiotaxonômicos e outras características do funcionamento dos genes (RIVAS et 

al., 2009).  

Dentre as metodologias utilizadas na taxonomia polifásica destacam-se a 

analise G + C mol% no DNA, hibridização DNA-DNA (DDH), polimorfismo de 

comprimento de fragmento de restrição (RFLP), eletroforese em campo pulsado 

(PFGE), sequenciamento e técnicas de PCR fingerprint (STACKEBRANDT et al., 

2002). Mas algumas dessas técnicas possuem limitações, devido ao alto custo e 

baixa reprodutibilidade, até mesmo um banco de dados completo para que se realize 

a comparação (RAMOS et al., 2011). 
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2.0 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

 

- Avaliar a diversidade de bactérias associativas a raízes de feijão comum 

(Phaseolus vulgaris L.) cultivado em três solos de reservas naturais no estado do 

Paraná. 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Realizar o cultivo de plantas-isca (trapping) de feijão em casa de vegetação 

utilizando solos de reservas naturais do Paraná; 

- Obter isolados de bactérias associativas de raízes de feijão; 

- Amplificar e sequenciar o gene 16S RNAr dos isolados obtidos; 

-Identificar os isolados a nível de gênero pela análise das sequências parciais do 

16S rRNA; 

 - Comparar a diversidade de bactérias cultiváveis obtidas dos diferentes solos; 
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RESUMO 

 

A microbiota é diretamente influenciada pela composição química e física do solo. A 
caracterização dessa diversidade em solos de ambientes inexplorados, tais como os 
de reservas naturais é de suma importância na descoberta de novas bactérias de 
interesse biotecnológico que podem beneficiar a associação entre feijão-bactéria. 
Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a diversidade de bactérias 
associativas às raízes de P. vulgaris, além de avaliar a influência do solo nesta 
comunidade. Para isso, os feijões foram cultivados em casa de vegetação utilizando 
vasos de Leonard. Após 30 dias, as raízes foram coletadas e maceradas em solução 
salina 0,85% e a suspensão obtida foi diluída, plaqueada e colônias distintas foram 
selecionadas para a realização desse estudo. Os isolados recuperados foram 
identificados pela amplificação, sequenciamento e análise do gene 16S RNAr. No 
total, foram obtidos 77 isolados, no qual 30 pertenceram ao solo de Ortigueira, 33 de 
Ponta Grossa e 14 de Londrina.  A comunidade bacteriana em raízes de feijão foi 
composta por 20 gêneros distintos, incluindo Enterobacter, Rhizobium, 
Paraburkholderia, Burkholderia, Kosakonia, Herbaspirillum, Ralstonia, Citrobacter, 
Pantoea, Raoultella, Bacillus, Stenotrophomonas, Comamonas, Cupriavidus, 
Curtobacterium, Methylovirgula, Pseudomonas, Cellulomonas, Aquitalea e 
Staphylococcus. Os gêneros predominantes foram Enterobacter e Paraburkholderia, 
os quais foram encontrados nos solos de Ortigueira e Ponta Grossa, 
respectivamente. A análise química e física dos solos revelou uma composição 
argilosa e com uma alta taxa de alumínio em Ortigueira, revelando que Enterobacter 
possui flexibilidade perante a essas características do solo. Já o solo de Ponta 
Grossa apresentou uma fertilidade pobre e uma acidez elevada, o que viabilizou a 
presença de Paraburkholderia, a qual possui tolerância a acidez. Conclui-se que há 
uma diversidade de bactérias em relação a cada solo, influenciado pela 
característica e composição do solo, pois nenhum conjunto exclusivo de bactérias foi 
encontrado nos três tipos de solos avaliados.  
 
Palavras-chave: bactérias associativas, feijão, diversidade, solo. 
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1.0 Introdução 

O solo é habitado por uma grande diversidade de bactérias que utilizam 

diversas substâncias encontradas no mesmo, tais como fontes de carbono e 

nitrogênio. Algumas espécies são capazes de se associarem com as plantas, 

colonizando sua superfície e tecidos internos das raízes sem causar sintomas de 

doenças. As bactérias associativas beneficiam as plantas auxiliando o crescimento, 

desenvolvimento e saúde da mesma por diferentes mecanismos e processos (XIA et 

al., 2015; OLIVEIRA et al., 2003). Essa simbiose proporciona benefícios tanto para 

as espécies de microrganismos quanto para as espécies de plantas que estão ali 

envolvidas (BUSBY et al., 2017). 

No estabelecimento da interação entre a planta e a bactéria, bactérias 

presentes no solo são recrutadas por meio da exsudação radicular de compostos 

orgânicos como açúcares, ácidos orgânicos, aminoácidos e polissacarídeos. Os 

exsudatos radiculares atraem as bactérias para a rizosfera (região adjacente às 

raízes e sob influência destas) criando uma condição favorável para essas bactérias 

colonizarem esta região e a superfície das raízes, o rizoplano. Algumas espécies 

conseguem se estabelecer no interior dos tecidos das raízes e demais órgãos das 

plantas e são conhecidas como bactérias endofíticas (NAVEED et al, 2017).  

Em espécies de plantas leguminosas, em particular, as bactérias simbióticas 

(rizóbios) induzem a formação de nódulos radiculares e realizam a fixação biológica 

do nitrogênio (FBN) fornecendo à planta hospedeira, o N na forma de amônia. Além 

dos rizóbios, as raízes e nódulos de plantas leguminosas hospedam uma grande 

diversidade de bactérias endofíticas e associativas que desempenham diversas 
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atividades capazes de promover o crescimento e proteção das plantas (STACEY, 

2007).  

Devido à importância destas bactérias, a microbiota das plantas, 

principalmente aquelas de interesse agrícola, tem sido alvo de diversos estudos que 

mostram uma grande diversidade de bactérias associadas às plantas. Em plantas 

leguminosas, estão presentes mais de 12 gêneros de α-Proteobacteria e 2 gêneros 

de β-Proteobacteria (PEIX, et al., 2015). 

 Dentre as bactérias que se estabelecem nos nódulos, auxiliando na fixação 

do nitrogênio, pode-se destacar os gêneros Dyella, Enterobacter, Pseudomonas e 

Steroidobacter, enquanto nas regiões das raízes destacam-se os gêneros 

Paenibacillus, Bacillus, Klebsiella, Ensifer, Agrobacterium, Blastobacter, 

Dyadobacter e Chitinophaga (BUSBY et al., 2016; PANDYA et al., 2013; ZAHRAN, 

2017). As bactérias pertencentes ao gênero Dyella, Enterobacter, Pseudomonas e 

Steroidobacter foram encontradas em nódulos de Lespedeza spp, enquanto os 

gêneros Paenibacillus, Bacillus, Klebsiella, Ensifer, Agrobacterium, Blastobacter, 

Dyadobacter e Chitinophaga foram encontradas em nódulos de Vigna spp. Algumas 

destas espécies, assim como Paenibacillus, Enterobacter e Agrobacterium possuem 

grande importância biotecnológica e têm sido utilizadas como biofertilizantes, 

aumentando o crescimento, rendimento vegetal e mantendo a fertilidade do solo 

(MORA et al., 2014; PEIX, et al., 2015).  

Entre as leguminosas que têm sido estudadas destacam-se a soja e o feijão, 

duas culturas agrícolas de grande importância econômica e social no cenário 

brasileiro. O feijão comum (Phaseolus vulgaris L.) possui uma forte presença na 

alimentação humana como fonte de proteína, sendo o Brasil o terceiro maior 
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produtor e consumidor mundial (CONAB, 2018). No entanto, a sua produtividade é 

afetada por pragas, doenças e deficiência nutricional, as quais aliam-se com a sua 

baixa absorção de nitrogênio proveniente de fertilizantes químicos. Além desses 

fatores, é importante destacar que o alto custo de insumos externos de qualidade 

afeta diretamente os pequenos produtores (KAWAKA et al., 2018; OECD, 2016; 

ROSAS et al., 1998).  

De modo geral, a simbiose entre leguminosas e rizóbios apresenta 

especificidade entre ambos, como ocorre entre a soja e Bradyrhizobium 

(SINSUWONGWAT et al., 2002), Vigna radiata e Ensifer (ZHANG et al., 2008) e 

Mimosa diplotricha e Burkholderia (BONTEMPS et al., 2016). Uma característica 

marcante do feijão é a sua promiscuidade nas associações simbióticas, estas que 

resultam em uma grande diversidade de bactérias simbiontes associadas ao mesmo 

(MICHIELS et al., 1998; HUNGRIA et al., 2000; 2003). Dentre as bactérias que são 

capazes de nodular o feijão, destacam-se os gêneros Rhizobium, Ensifer, 

Bradyrhizobium (VERÁSTEGUI-VALDÉS et al., 2014) e Paraburkholderia 

(DALL'AGNOL et al., 2018). Entre as bactérias que estabelecem associação com 

feijão, tem sido descrita espécies de Azotobacter, Bacillus, Enterobacter, 

Pseudomonas, Serratia e Azospirillum (LAJUDIE et al., 1998).  

Essa microbiota presente no solo é diretamente afetada por suas 

propriedades, tais como pH, textura do solo, matéria orgânica e material original. O 

material original fornece desenvolvimento para a comunidade microbiana por meio 

da formação do solo enquanto a matéria orgânica fornecerá energia para essas 

comunidades, modelando assim a composição destas juntamente com o pH. Já a 

textura do solo influenciará no estado dos nutrientes, afetando a atividade 

metabólica dos microrganismos (ZHONG et al., 2010; LOMBARD et al., 2011; XUN 
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et al., 2015). Além desses, um outro fator importante que afeta diretamente a 

microbiota da planta é o seu estágio de desenvolvimento, no qual diferentes 

comunidades bacterianas estarão associadas em diferentes estágios de 

desenvolvimento (CHAPARRO et al., 2013). Também é relatado que o genótipo da 

planta também é um fator que influencia na presença de diferentes comunidades 

bacterianas, além dos tipos de exsudatos que cada planta secreta, resultando assim 

em uma relação mais específica entre planta-bactéria (BULGARELLI et al., 2015). 

O solo apresenta uma grande diversidade de bactérias, sendo a principal 

fonte de bactérias associativas, endofíticas e simbióticas. Assim, o solo é 

considerado um importante reservatório de bactérias que possuem um potencial na 

promoção do crescimento das plantas, incluindo feijoeiro. As bactérias capazes de 

se associarem as raízes de feijão podem beneficiar a saúde e crescimento deste, 

além de serem promissoras no desenvolvimento de ações biotecnológicas a fim de 

melhorar a qualidade e produtividade desta cultura com sustentabilidade. A 

caracterização da diversidade bacteriana em solos de ambientes inexplorados, tais 

como os de reservas naturais é de suma importância na descoberta de novas 

bactérias de interesse biotecnológico que podem favorecer benefícios na associação 

Feijão-Rhizobium. Considerando a grande importância da cultura do feijão no 

cenário brasileiro, este trabalho tem como objetivo caracterizar a diversidade de 

bactérias associativas de raízes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e avaliar a 

influência do solo nesta comunidade.  
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2.0 Material e métodos 

2.1 Coleta do Solo  

 Os solos coletados foram provenientes de reservas naturais no estado do 

Paraná (Tabela 1). As coletas foram autorizadas pelo Instituto Ambiental do Paraná 

(IAP). 

Foram agrupadas 20 amostras simples de cada solo, formando-se uma 

amostra composta contendo aproximadamente 10 Kg de solo de cada região. Para 

isso, foi estabelecida uma área no local de coleta, a qual teve a sua superfície limpa 

com o auxílio de uma enxada. Posteriormente as amostras foram coletadas a 

aproximadamente 10 metros de distância umas das outras em sentido zig-zag e a 

uma profundidade de 10-20 cm utilizando-se uma pá de jardinagem. O 

armazenamento foi realizado em sacos de zip-lock e colocados em coolers com 

bolsas de gelo. Todos os materiais utilizados foram desinfestados entre uma região 

de coleta a outra (CARTER; GREGORICH, 2006; FEILIZOLA et al., 2006). 

Tabela 1. Localidades dos solos de reservas naturais no estado do Paraná 

Município 
Classificação do 

solo 
Localização Vegetação característica 

Ortigueira-PR 
Argissolo Amarelo 

Arenoso 

Morro do Mulato 
23°57′58″S 
51°05′17″O 

Rasteira e uma floresta 
estacional semidecidual. 

 

Pronta Grossa- PR 
Nitossolo Litólico 

Arenoso 
Dolinas Gêmeas 

25°08′34″S 49°57′24″O 

Rasteira, sendo coberta em 
grande parte por arbustos e 

herbáceas. 
 

Londrina- PR 
Latossolo Vermelho 

Argiloso 

Universidade Estadual de 
Londrina, no Horto 

Florestal 23°19′39″S 
51°12′23″O 

Vegetação remanescente de 
floresta estacional semidecidual. 

 

 

2.2 Análise química e física do solo  

As análises das amostras de solo foram realizadas no Laboratório de Solos 

da UEL. Dentre as variáveis químicas examinadas destacam-se o pH, acidez 

potencial, potássio, cálcio, magnésio, alumínio, fósforo e carbono orgânico. Dentre 
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as variáveis físicas destacam-se o percentual de argila, silte e areia. Ambas análises 

seguiram a metodologia de Pavan et al. (1992). 

 

2.3 Condução do experimento utilizando feijoeiro como planta -isca 

(trapping) 

 
As bactérias foram obtidas de raízes de feijão comum pela metodologia de 

planta-isca. As plantas foram cultivadas em vasos de "Leonard" contendo uma 

mistura de areia e vermiculita (1:1 v/v) esterilizada. Foi adicionado 100 g de solo 

fresco (30%) a esta mistura (HOWIESON; DILWORTH, 2016).  

Foram utilizados 12 vasos para cada solo, no qual cada vaso recebeu o 

plantio de duas sementes de feijão. Sete dias após o plantio foi feito o desbaste, 

mantendo apenas uma planta/vaso. As plantas foram cultivadas em solução nutritiva 

livre de nitrogênio (BROUGHTON; DILWORTH, 1971). Foram utilizadas quatro 

soluções estoque (Anexo 1), destes estoques foram utilizados 0,5 mL e diluídos em 

1 L de agua destilada para a preparação da solução nutritiva. 

Após 30 dias de cultivo em casa de vegetação, as raízes das 12 plantas 

foram coletadas e reunidas em 3 amostras compostas (4 raízes/amostra) 

constituindo assim, três repetições por solo.  

 

2.4 Isolamento bacteriano 

Para fins de isolamento, as raízes foram lavadas em água corrente para 

retirada do substrato e, em seguida, em salina a 0,85% por 3 vezes. Posteriormente, 

amostras de 5 g de raízes foram pesadas e, em seguida, maceradas em 45 mL de 

solução salina com o auxílio de um cadinho e pistilo. Após a maceração foram 

retirados 1 mL da suspensão para a realização da diluição seriada até 10-6. Em 

seguida, Amostras de 100 µL das diluições 10-4 a 10-6 foram plaqueadas com o 
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auxílio de uma alça de Drigalski nos meios de cultivo YCED (CRAWFORD, 1993) e 

YMA (Vincent, 1970). Após o plaqueamento, as placas foram incubadas a 28°C por 

um período de 3 dias. As colônias morfologicamente distintas foram repicadas em 

meio YMA e TSA para purificação dos isolados. As bactérias foram armazenadas a -

20º C em TSB (Tryptic Soy Broth KASVI®) contendo glicerol Synth® 25%. 

2.5 Caracterização molecular 

2.5.1 Extração de DNA 

O DNA foi obtido de culturas crescidas em meio TSB após 3 dias de 

crescimento. A cultura (2 mL) foi centrifugada a 12.000 rpm por 10 minutos e o 

material obtido foi lavado em água destilada autoclavada e transferido para um tubo 

de 2 mL com pérolas de vidro (0,5-1,0 mm). Após centrifugação (12.000 rpm por 5 

minutos), o sobrenadante foi descartado e o material foi homogeneizado por 5 

minutos em vórtex com 200 µL de tampão de lise (Triton 2%; SDS 1%; NaCl 100 

mM; Tris HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e 200 µL de fenol-clorofórmio-

álcool isoamílico (25:24:1). Posteriormente, o lisado celular foi homogeneizado com 

200 µL de tampão TE (Tris 10mM – EDTA 1mM) (pH 8,0) e centrifugado por 5 

minutos (12.000 rpm, a 4ºC). A fase aquosa resultante foi transferida para outro 

microtubo e o DNA foi lavado (2×) com clorofórmio-álcool isoamílico (24:1). Ao final, 

a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo e o DNA foi precipitado com 

etanol absoluto gelado, com incubação overnight a - 20ºC. O DNA precipitado foi 

recuperado por centrifugação (12.000 rpm, 10 minutos, 4ºC), seco em temperatura 

ambiente e em seguida, ressuspendido em 50 µL de tampão TE 10:1. O DNA foi 

armazenado a -20ºC (AUSUBEL et al., 2003). 

A qualidade e a concentração do DNA foram avaliadas por eletroforese em 

gel de agarose 0,8% em tampão TBE 0,5x (0,04 M Tris-borato/0,001 M EDTA) e foi 
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utilizado o Lambda DNA como marcador molecular. Os géis foram corados com 

brometo de etídeo (0,5 µg/mL), visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e 

fotografados em sistema digital de fotodocumentação (L-Pix EX Loccus). 

2.5.2 Amplificação do gene 16S rRNA dos isolados  

A amplificação do gene RNA ribossomal 16S foi feita por meio de uma reação 

em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers (Invitrogen®) 27f (5’-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1492r (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') 

(LANE et al., 1985), homólogos a regiões conservadas do gene 16S RNA ribossomal 

de bactérias (aprox. 1500 pb). As reações de amplificação foram feitas em 25 µL 

contendo 10-20 ng de DNA, 12,5 µL de GoTaq® Green Master Mix 2x (Promega), 5 

pmol de cada primer (marca) e água ultrapura q.s.p. A amplificação foi realizada em 

um termociclador com uma desnaturação inicial de 94ºC durante 5 min, seguidos por 

30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, temperatura de pareamento a 

55ºC por 30 segundos, extensão a 72ºC por 1 minuto e uma extensão final a 72ºC 

por 5 minutos. Os produtos da PCR foram analisados por meio de eletroforese em 

gel de agarose 1%, corados com brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e após, foram 

visualizados com o auxílio de um transluminador e fotografados em sistema digital 

de fotodocumentação (L-Pix EX Loccus). Foram avaliados os padrões de banda e a 

massa molecular referente a cada padrão observado. 

2.5.3 Purificação e sequenciamento 

Os produtos da PCR foram purificados com 1 volume de acetato de amônia 

(Anidrol®)  7,5 M e 3 volumes de etanol absoluto (Anidrol®)  a temperatura ambiente 

por 15 minutos. Após a centrifugação por 15 minutos a 12.000 rpm, o sobrenadante 

foi descartado e o material foi lavado duas vezes com etanol (Anidrol®) 70%. Após 

secagem a 37º C por 1 hora, o material foi ressuspendido em 20 μL de água 



39 
 

 
 

ultrapura (Mili-Q®) (SAMBROOK, 2001).  A concentração do DNA foi quantificada em 

gel de agarose 1% utilizando o marcador molecular Low mass DNA Ladder 

(Invitrogen®) para posterior sequenciamento.  

As reações de sequenciamento foram realizadas em um sequenciador 

automático ABI 3500XL (Applied Biosystem®) utilizando o kit de reação de 

sequenciamento ABI Prism BigDye Terminator Cycle sequencing Read Reaction, 

empregando-se o primer 27f que foi utilizado na amplificação por PCR. A 

concentração de DNA utilizada foi de 20 ng, conforme as recomendações do 

fabricante.  

2.6 Análise dos dados 

As sequências parciais do gene 16S RNAr obtidas de cada isolado foram 

editadas inicialmente no software BioEdit v.7, onde as sequências foram limpas e 

retirados os gaps e bases divergentes e, em seguida, comparadas com as 

sequências de bactérias representantes encontradas nas bases de dados do 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do Ribossomal Database Project (RDP) 

(http://rdp.cme.msu.edu/). A sequência do gene 16S RNAr de cada isolado foi 

alinhada à  sequências de estirpes tipo representativas no programa Mega X para as 

análises filogenéticas dos isolados. Todas as sequências parciais do gene 16S RNAr 

determinadas neste estudo foram submetidas no GenBank (Anexo 2) 
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3.0 Resultados 

3.1 Caracterização dos solos  

Os solos utilizados nos experimentos representam condições edafoclimáticas 

distintas como revelado nas análises físico-química. As regiões de coleta não 

apresentam histórico de uso agrícola do solo e possuem cobertura vegetal nativa.  

O solo de Londrina coletado no horto florestal da Universidade Estadual de 

Londrina (UEL) possui uma cobertura vegetal de fragmento de floresta e relevo 

suave. É classificado como Latossolo Vermelho de textura muito argilosa com teor 

maior que 71% (Tabela 2) de argila, característico da região de Londrina. Entre os 

três tipos de solo utilizados, foi o solo que apresentou maior teor de matéria orgânica 

(44,37 g/Kg) e carbono orgânico (25 g/Kg), contribuindo para a elevada fertilidade 

deste solo e para a elevada quantidade de nitrogênio do solo (2,95 g/Kg) (Tabela 3).  

Tabela 2. Análise física dos solos de reservas naturais do Paraná.  

Localidade Argila (%) Silte (%) Areia (%) 

Londrina 71,70 14,71 13,59 

Ponta 

Grossa 

14,53 1,97 83,50 

Ortigueira 43,02 7,50 49,48 

 

O solo de Ortigueira foi coletado em uma área de preservação (RPPN Serra 

do Cadeado) em local conhecido como Morro do Mulato. A região representa uma 

área de transição de campo e floresta de relevo forte montanhoso. O solo é 

classificado como Argissolo Amarelo de textura argilosa com 43% de argila e 49% 
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de areia. É um solo de baixa fertilidade com baixo teor de matéria orgânica (13 g/Kg) 

e nitrogênio (0,86 g/kg).  

O solo de Ponta Grossa foi coletado na reserva natural de Campos Gerais na 

região conhecida como Dolinas Gêmeas em uma região com relevo montanhoso 

com afloramentos rochosos e cobertura vegetal típica de campo. É classificado 

como Nitossolo Litólico de textura arenosa com 83% de areia 14% de argila.  

Apresentou elevada acidez, e baixo teor de matéria orgânica (22,61 g/Kg) e 

nitrogênio (0,88 g/kg) contribuindo para a baixa fertilidade deste solo.  

Os resultados obtidos a partir da análise química e física dos solos de 

Ortigueira, Ponta Grossa e Londrina apresentam-se na Tabela 2 e 3. 

Tabela 3. Análise química dos solos de reservas naturais do Paraná 

Variáveis Analisadas Ponta Grossa Ortigueira Londrina 

pH (H2O) 4,92 5,01 5,23 

pH (CaCl2) 3,86 3,93 4,82 

Acidez Potencial (H+Al) 

(cmolc/dm3) 
7,76 9,23 8,16 

Potássio (cmolc/dm3) 0,08 0,06 0,40 

Cálcio (cmolc/dm3) 0,80 1,11 6,27 

Magnésio (cmolc/dm3) 0,25 0,51 0,97 

Alumínio (cmolc/dm3) 1.08 1,48 0,21 

Fósforo (mg/dm-3 = kg) 2,83 1,32 2,12 

Nitrogênio (g/kg-1) 0,88 0,86 2,95 

Matéria orgânica (g/kg-1) 22,21 22,61 44,37 

Carbono Orgânico (g/dm-3) 12,88 13,11 25,74 

 

3.2 Isolamento de bactérias de raízes de feijoeiro  

Por meio da técnica de planta-isca, visando o isolamento de bactérias das raízes de 

feijão, foi possível recuperar 77 isolados no total, sendo 45 isolados do meio YMA e 
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32 do YCED. Deste total, 30 isolados pertenceram ao solo proveniente de Ortigueira, 

33 do solo de Ponta Grossa e 14 isolados do solo de Londrina (Tabela 4).  

Tabela 4. Quantidade de isolados obtidos de cada meio de cultura 

Localidade Meio YCED Meio YMA Total 

Ortigueira 14 16 30 

Ponta Grossa 13 20 33 

Londrina 5 9 14 

Total 32 45 77 

 

3.3 Sequenciamento parcial do gene 16S RNAr 

 

 Para identificação molecular dos isolados, o gene 16S RNAr dos 77 isolados 

(Tabela 4) foram amplificados e sequenciados. Todas as sequências (≅ 900 pb) 

apresentaram similaridade igual ou superior a 98% em relação às sequências das 

suas respectivas espécies semelhantes. Posteriormente, as sequências obtidas 

foram submetidas ao GenBank do NCBI, seguindo instruções da própria plataforma, 

e obteve-se seu número de acesso próprio para cada sequência (Anexo 2). 

Após a comparação das sequências no banco de dados RDP os isolados 

foram identificados como representantes de três filos, Firmicutes (3), Actinobacteria 

(2) e Proteobacteria (72). Dentro do filo Proteobacteria foram encontrados 

representantes das classes α-Proteobacteria (3), β-Proteobacteria (25) e γ-

Proteobacteria (44), sendo esses filos os predominantes na comunidade bacteriana 

das raízes de feijão. 

Os isolados foram classificados em 20 gêneros distintos, no qual Enterobacter 

foi o gênero de maior representatividade com 29 isolados, seguido de 

Paraburkholderia (9), Herbaspirillum (7), Ralstonia (5), Pantoea (3), Raoultella (3), 
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Kosakonia (3) e Pseudomonas (3). Os gêneros Rhizobium, Bacillus e 

Stenotrophomonas tiveram dois isolados cada e nove gêneros tiveram apenas um 

isolado cada, sendo esses Burkholderia, Comamonas, Cupriavidus, Curtobacterium, 

Methylovirgula, Citrobacter, Cellulomonas, Aquitalea e Staphylococcus (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Gêneros de bactérias obtidos de raízes de P. vulgaris obtidos dos solos de 
reservas naturais do Paraná. 

Gêneros Londrina Ponta Grossa Ortigueira Total 

Cellulomonas sp. 1 - - 1 

Curtobacterium sp. - - 1 1 

Bacillus sp. - - 2 2 

Staphylococcus sp. 1 - - 1 

Methylovirgula sp. - 1 - 1 

Rhizobium sp. - 2 - 2 

Burkholderia sp. - 1 - 1 

Cupriavidus sp. 1 - - 1 

Herbaspirillum sp. - 5 2 7 

Paraburkholderia sp. 2 7 - 9 

Ralstonia sp. - 2 3 5 

Comamonas sp. - 1 - 1 

Aquitalea sp. - - 1 1 

Citrobacter sp. - 1 - 1 

Enterobacter sp. 3 8 18 29 

Kosakonia sp. - - 3 3 

Pantoea sp. 3 - - 3 
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Pseudomonas sp. 2 1 - 3 

Raoultella sp. - 3 - 3 

Stenotrophomonas sp. 1 1 - 2 

Total 14 33 30 77 

 

A distribuição dos gêneros encontrados nas amostras de solos de diferentes 

localidades não foi homogênea, sendo observado alguns gêneros exclusivos de 

cada localidade, sendo esses Bacillus sp., Rhizobium sp. e Pantoea sp. (Tabela 5), 

enquanto outros foram comuns em amostras de duas localidades como 

Herbaspirillum sp. (Ponta Grossa e Ortigueira) e Paraburkholderia sp. (Londrina e 

Ponta Grossa). O gênero Enterobacter foi o único de ocorrência comum nos três 

solos; contudo, foi obtido predominantemente do solo de Ortigueira (Tabela 5).  

Representantes do gênero Enterobacter sp. (29) apresentaram similaridade 

com as espécies E. cloacae, E. kobei e E. asburiae, sendo esta última a espécie de 

maior predominância nas diferentes amostras (Tabela 6). O gênero Paraburkholderia 

sp. foi representado pelas espécies P. mimosarum, P. difusa e P. nodosa, sendo a 

primeira espécie com o maior número de isolados (6), sendo todos provenientes de 

amostras de Ponta Grossa. O gênero Herbaspirillum sp., foi o terceiro mais comum 

nas amostras de feijão (7), apresentou similaridade com a espécie H. huttiense e 

foram todas obtidas de amostras de Ponta Grossa (Tabela 6). Apenas dois isolados 

foram identificados como representantes do gênero Rhizobium sp., simbionte de 

feijoeiro, sendo ambos das amostras de Ponta Grossa e com maior similaridade as 

espécies R. pisi e R. phaseoli. 
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Tabela 6. Identificação dos isolados de bactérias obtidos de raízes de P. vulgaris 
obtidos dos solos de reservas naturais do Estado do Paraná. 

Grupo taxonômico Espécie mais próxima Isolados 

Actinobacteria; 
Cellulomonadaceae 

Cellulomonas pakistanensis U14 

Actinobacteria; 
Microbacteriaceae 

Curtobacterium citreum O28 

Firmicutes; Bacillaceae 
 

Bacillus tequilensis O19, O26 

Firmicutes; 
Staphylococcaceae 

Staphylococcus epidermidis U8 

α-Proteobacteria; 
Methylocystaceae 

Methylovirgula ligni P6 

α-Proteobacteria; 
Rhizobiaceae 

Rhizobium pisi P4 

Rhizobium phaseoli P7 

β-Proteobacteria; 
Burkholdericeae 

Burkholderia arboris P10 

Cupriavidus metallidurans U11 

Paraburkholderia diffusa U9, U1 

Paraburkholderia  mimosarum 
P3, P5, P13, P14, 

P20, P27 

Paraburkholderia nodosa P26 

Ralstonia insidiosa P9 

Ralstonia pickettii 
O1, O25, O29 

P1 

β-Proteobacteria; 
Oxalobacteraceae 

Herbaspirillum huttiense 

O4, O14 

P2, P17, P19, 
P22, P24 



46 
 

 
 

 β-Proteobacteria; 
Comamonadaceae 

Comamonas testosteroni P18 

β-Proteobacteria; 
Chromobacteriaceae 

Aquitalea denitrificans O27 

γ-Proteobacteria 
Enterobacteriaceae 

Citrobacter youngae P23 

Enterobacter asburiae 

U3, U5, U13, O3, 
O6, O7, O8, O9, 
O10, O11, O13, 
O20, O21, O22, 
O23, O30, P8, 
P11, P12, P16, 
P25, P29, P30, 
P32 

Enterobacter cloacae 
O12, O15, O16, 
O17 

Enterobacter kobei O5 

Kosakonia oryzae O2, O24 

Kosakonia radicincitans O18 

Raoultella planticola P21, P28 e P33 

γ-Proteobacteria: 

Erwiniaceae 

Pantoea allii U7, U10 

Pantoea anthophila U6 

Pseudomonadaceae 

Pseudomonas monteilii U12, P15 

Pseudomonas nitroreducens U2 

γ-Proteobacteria; 
Xanthomonadaceae Stenotrophomonas pavanii 

U4 

P31 
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4.0 Discussão 

 A associação de bactérias em leguminosas é caracterizada pela formação de 

nódulos radiculares, os quais são formados de maneira específica. Dentre as 

classes de bactérias que nodulam o feijão, destaca-se a α-Proteobacteria, que 

abrangem os gêneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Ensifer, Mesorhizobium, 

Azorhizobium e Allorhizobium (WILLEMS, 2006) e β-Proteobacteria, no qual os 

principais gêneros são Burkholderia, Cupriavidus e Ralstonia (GYANESHWAR et al., 

2011). 

 Em relação a presença de α-Proteobacteria associativas, inúmeros estudos 

revelam sua predominância em leguminosas (DE MEYER et al., 2015; TAK; 

GEHLOT, 2019; TORRES, 2009; LYRA et al., 2019; RAJNOVIC et al., 2019). 

Nesses estudos foi possível observar uma frequente presença do gênero Rhizobium, 

especificamente presente em nódulos, sendo esse o mais comum na associação em 

leguminosas. Isolados pertencentes a classe das β-Proteobacteria, tais como 

Burkholderia e Cupriavidus também tem sido associado a nódulos radiculares de 

feijão (BERRET; PARKER, 2006).   

Assim como no feijão, outros estudos também relatam a presença de 

bactérias não especificas em leguminosas como Mimosa sp. (DALL’AGNOL et al., 

2016; PIRES et al., 2017). No entanto, esses mesmos estudos observaram que as 

bactérias mais prevalentes pertenciam as classes das α-Proteobacteria e β-

Proteobacteria, diferentemente do que foi encontrado em nosso estudo, no qual a 

classe mais prevalente foi γ-Proteobacteria, seguido de β-Proteobacteria. 

Dos três tipos de solos analisados em nosso estudo, o de Ponta Grossa foi o 

que apresentou a maior frequência de β-Proteobacteria, o que pode ser justificado 
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pela característica do mesmo, possuindo fertilidade pobre e alta acidez, assim como 

relatado por Dall’agnol et al. (2016). 

Assim, pode-se observar que o solo e a sua respectiva composição pode 

afetar diretamente a presença das comunidades bacterianas, assim como o pH 

(FIERER; JACKSON, 2006; LAUBER et al., 2008), vegetação (WEINERT et al., 

2011), textura do solo (SCHUTTER et al., 2001) e composição do solo (HANSEL et 

al., 2008; WU et al., 2008). Outro fator importante que influencia a comunidade de 

bactérias que se associam às raízes é o genótipo da planta, no qual o seu estágio 

de desenvolvimento e até mesmo o tipo de cultivar podem afetar no recrutamento de 

bactérias presentes na rizosfera (UREN, 2000; NARASIMHAN et al., 2003; BAIS et 

al., 2006; BADRI; VIVANCO, 2009). 

Nossos resultados evidenciaram que o feijão cultivado em três solos distintos 

apresentou comunidades bacterianas distintas em suas raízes, ressaltando que o 

solo foi um fator determinante na composição da comunidade bacteriana. Não foi 

observado um conjunto comum de bactérias nas três condições de solo, com 

exceção do gênero Enterobacter sp. que foi encontrado nos três tipos de solos 

avaliados. Embora alguns gêneros tenham sido observados em mais de uma 

condição de cultivo, as comunidades foram distintas e apresentaram pouca relação 

entre si. Alguns estudos apresentaram semelhanças em solos distintos, porém não 

identificaram uma alta prevalência de Enterobacter nestes solos (ROESCH et al., 

2007; ELSHAHED et al., 2008; QUIRINO et al., 2009). No entanto, outros autores 

ressaltaram que mesmo Enterobacter estando presente no solo, a predominância 

ainda é de α-Proteobacteria (MADIGAN; MARTINKO, 2005; BRUCE et al, 2010)  



49 
 

 
 

Estudos similares (BOOWE et al., 1998; KUZYAKOV et al., 2015; MOMMER 

et al., 2016) relataram uma alteração em carboidratos e aminoácidos liberados na 

exsudação, a qual fez com que a diversidade de bactérias se modificasse, pois a 

nova estrutura e composição desses substratos trazia uma condição distinta de 

recrutamento em cada situação (BADRI et al., 2009; SHI et al., 2011). Seguindo 

esse fato e a característica marcante de cada solo pode-se afirmar que esses 

componentes trouxeram uma diversidade distinta devido a uma alteração nesses 

exsudatos, resultando em um recrutamento especifico em cada um dos tipos de 

solo. 

Um elemento que causa grande impacto e é considerado tóxico para diversos 

seres vivos é o alumínio. No entanto, esse pode ter mais efeitos negativos sobre as 

plantas do que nas bactérias (MACDONALD; MARTIN, 1988). O solo que 

apresentou o maior nível de alumínio foi o de Ortigueira (1,48), o que afetou 

diretamente na produção de nódulos das plantas presentes nesse solo. Sabe-se que 

o alumínio afeta diretamente no pH do solo, o que corrobora para a alta acidez 

potencial identificada no solo de Ortigueira (9,23) (Tabela 2). As bactérias que não 

possuem tolerância ao alumínio são pertencentes a ordem Rhizobiaceae, já as 

pertencentes a ordem Enterobacteriaceae possuem uma maior tolerância (WOOD et 

al., 1988; MORA et al., 2017), o que pode justificar a alta prevalência de 

Enterobacter encontrada em nosso estudo.  

 O gênero mais encontrado dentro das γ-Proteobacteria foi Enterobacter (29) 

(Tabela 4), que é uma rizobactéria promotora do crescimento vegetal (PGPR) e 

algumas espécies são utilizadas como fertilizantes (DI BENEDETTO et al., 2017). 

Dentre as espécies de Enterobacter mais encontradas em nosso estudo, destacam-

se E. asburiae (24) e E. cloaceae (4). A espécie E. cloaceae é considerada um 
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complexo de espécies, que abrange Enterobacter asburiae, E. cloacae, Enterobacter 

dissolvens, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter 

nimipressuralis, e Enterobacter cancerogenus, no qual todos esses representantes 

são considerados patógenos oportunistas em humanos, apesar de promoverem o 

crescimento vegetal (BERG; HARTMANN, 2005). O gênero Enterobacter é 

considerado natural da microbiota do solo, além de se associar com o feijão como foi 

relatado em alguns estudos (TAGHAVI et al., 2010; KAYMAK, 2011; COSTA et al., 

2012).  

O segundo maior gênero encontrado foi Paraburkholderia (9), pertencente a 

classe β-Proteobacteria. Esse gênero é amplamente identificado no solo e possui 

tanto a capacidade de nodulação e auxílio na fixação do nitrogênio quanto a de 

associação às raízes e outras partes das plantas (BANIK et al., 2016; SESSITSCH 

et al., 2005). Atualmente o gênero está dividido em dois grupos, o grupo A abrange 

todas as Burkholderia que não são patogênicas para humanos e para plantas, 

representando um interesse biotecnológico (SPIKER et al., 2009), já o grupo B 

abriga as espécies patogênicas para as plantas e para os humanos (ESTRADA-DE 

LOS SANTOS et al., 2013). Devido a esse fato, muitas espécies do grupo A estão 

sendo reclassificadas como Paraburkholderia devido a esse interesse biotecnológico 

(KAUR, 2017). O solo de Ponta Grossa apresentou a maior prevalência de 

Paraburkholderia (7) (Tabela 4), essa que é frequentemente encontrada em solos 

mais ácidos (GARAU et al., 2009. Dentre as espécies de Paraburkholderia, a mais 

evidenciada em nosso estudo foi P. mimosarum, que até então é uma espécie 

comum em nódulos de Mimosa spp. (CHEN et al., 2006). Outra espécie encontrada 

nesse estudo que pertence ao grupo patogênico em humanos foi Burkholderia 

arboris, esta que pertence ao complexo de espécies Burkholderia cepacia que 
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abrange 17 espécies responsáveis pela fibrose cística (VANDAMME; DAWYNDT, 

2011). 

Ficou sem final!!!!! 
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5.0 Conclusão 

 

 Conclui-se que uma alta diversidade de bactérias possuiram a capacidade de 

associação às raízes de P. vulgaris, exemplificada pelos 20 gêneros identificados 

nesse estudo.  A característica e composição do solo foi um fator determinante 

nessa diversidade, pois nenhum conjunto exclusivo de bactérias foi encontrado nos 

três tipos de solos avaliados. No entanto, foi possível observar que o único gênero 

que possuiu a capacidade de associação às raízes de P. vulgaris nos três tipos de 

solo foi Enterobacter, evidenciando a flexibilidade desse gênero em solos distintos. 

 Nosso estudo também identificou Paraburkholderia no solo de Ponta Grossa, 

o que torna extremamente interessante, tendo em vista que esse solo apresentou 

fertilidade pobre e alta acidez. Assim, a utilização desse gênero em inoculantes 

comerciais pode trazer vantagens para a agroindústria devido a sua adaptação a 

condições mais extremas. Todo esse cenário evidencia a diversidade bacteriana que 

estes solos apresentam para candidatos a novos inoculantes. 

Esse estudo permitiu que dois gêneros possam ser apontados como prováveis para 

ser utilizados na produção de inoculantes para feijão. 

Um por estar presente em uma ampla gama de solos, com variação de pH, 

nutrientes, acidez, etc, e outro por estar bem adaptado a solos com condições 

extremas.  
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Anexos 

 

Anexo I. Solução nutritiva para cultivo de leguminosas em vasos de Leonard 

Solução estoque Reagentes g/L 

1 CaCl2-2H2O 294,1 

2 KH2PO4 136,09 

3 

Fe-EDTA 

MgSO4-7H2O 

K2SO4 

MnSO4-H2O 

4,47 

123,3 

87,0 

0,206 

4 

H3BO3 

ZnSO4-7H2O 

CuSO4-5H2O 

CoSO4-7H2O 

NaMoO2-2H2O 

0,247 

0,288 

0,100 

0,056 

0,048 
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Anexo 2. Classificação e código de acesso dos isolados obtidos de raízes de feijão 
(P. vulgaris) obtidos de três solos do Paraná. 

Isolado Local Grupo Taxonômico 
Espécie próxima/Código de 

Acesso 

O1 Ortigueira 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 
Ralstonia pickettii MN988911 

O2 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 
Kosakonia oryzae MN988926 

O3 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012116 

O4 Ortigueira 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988895 

O5 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 
Enterobacter kobei MT012117 

O6 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012118 

O7 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012119 

O8 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012121 

O9 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012122 

O10 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988879 

O11 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 
MN988880 

O12 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter cloacae 

MN988902 

O13 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012123 

O14 Ortigueira 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988896 

O15 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter cloacae 

MN988903 

O16 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter cloacae 

MT012126 
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O17 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter cloacae 

MT012127 

O18 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Kosakonia radicincitans 

MT012128 

O19 Ortigueira Firmicutes; Bacillaceae 
Bacillus tequilensis 

MN988863 

O20 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988881 

O21 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988882 

O22 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988883 

O23 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988884 

O24 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 
Kosakonia oryzae MN988926 

O25 Ortigueira 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 
Ralstonia pickettii MN988913 

O26 Ortigueira Firmicutes; Bacillaceae 
Bacillus tequilensis 

MN988864 

O27 Ortigueira 
β-Proteobacteria; 

Chromobacteriaceae 

Aquitalea denitrificans 

MN988674 

O28 Ortigueira Actinobacteria; 
Microbacteriaceae 

Curtobacterium citreum 

MN988878 

O29 Ortigueira 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 
Ralstonia pickettii MN988912 

O30 Ortigueira 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MT012120 

U1 Londrina 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia diffusa 

MN988866 

U2 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Pseudomona nitroreducens 

MN988909 

U3 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988892 

U4 Londrina 
γ-Proteobacteria; 

Xanthomonadaceae 

Stenotrophomonas pavanii 

MN988920 
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U5 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988893 

U6 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Pantoea anthophila 
MN988905 

U7 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 
Pantoea allii MN988906 

U8 Londrina Firmicutes; Bacillaceae 
Staphylococcus epidermidis 

MN988919 

U9 Londrina 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia diffusa 

MN988865 

U10 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 
Pantoea allii MN988907 

U11 Londrina 
β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Cupriavidus metallidurans 

MN988877 

U12 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Pseudomona monteilii 

MN988910 

U13 Londrina 
γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988894 

U14 Londrina 
Actinobacteria; 

Cellulomonadaceae 

Cellulomonas pakistanensis 

MN988875 

P1 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 
Ralstonia pickettii MN988914 

P2 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988897 

P3 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia mimosarum 
MN988872 

P4 
Ponta 

Grossa 

α-Proteobacteria; 

Rhizobiaceae 
Rhizobium pisi MN988921 

P5 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia  mimosarum 

MN988871 

P6 
Ponta 

Grossa 

α-Proteobacteria; 

Methylocystaceae 

Methylovirgula ligni 

MN988908 

P7 
Ponta 

Grossa 

α-Proteobacteria; 

Rhizobiaceae  

Rhizobium phaseoli 

MT012124 

P8 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburie 

MT012125 
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P9 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 
Ralstonia insidiosa MN988915 

P10 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Burkholderia arboris 

MN988874 

P11 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988888 

 P12 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988889 

P13 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia mimosarum 

MN988873 

P14 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia mimosarum 

MN988869 

P15 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Pseudomona monteilii 

MN988910 

P16 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988885 

P17 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988898 

P18 
Ponta 

Grossa 

 β-Proteobacteria; 

Comamonadaceae 

Comamonas testosteroni 

MN988927 

P19 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988900 

P20 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia mimosarum 

MN988870 

P21 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Raoultella planticola 

MN988916 

P22 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988901 

P23 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Citrobacter youngae 

MN988876 

P24 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Herbaspirillum huttiense 

MN988899 

P25 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988886 

P26 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia nodosa 

MN988868 
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P27 
Ponta 

Grossa 

β-Proteobacteria; 

Burkholdericeae 

Paraburkholderia mimosarum 

MN988867 

P28 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Raoultella planticola 

MN988917 

P29 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988890 

P30 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988891 

P31 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria; 

Xanthomonadaceae 

Stenotrophomonas pavanii 

MN988920 

P32 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Enterobacter asburiae 

MN988904 

P33 
Ponta 

Grossa 

γ-Proteobacteria 

Enterobacteriaceae 

Raoultella planticola 

MN988918 

 

 

 

 


